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Ultra visokotlačna kromatografija makromolekul 
Povzetek: Ultra visokotlačno tekočinsko kromatografijo so v laboratorijih razvili v 
poznih 90 letih prejšnjega stoletja, s ciljem doseganja hitrih analiz visoke ločljivosti 
pretežno na kapilarnih kolonah napolnjenih z 1–1.7 mikronskimi delci. UHPLC se 
pogosto uporablja v analizni kemiji za ločevanje, identifikacijo in kvantitativno analizo 
spojin. Zagotavlja nam veliko hitrost, visoko ločljivost ter občutljivost in kratek čas 
izvajanja. Za to so potrebni zelo visoki tlaki in sicer do 1500 barov, ter kolone polnjene 
z delci manjšimi od 2 mikronov. Te lahko razdelimo v dve skupini, na hibridne ter delce 
na osnovi silike. Prednosti UHPLC sistemov so tudi manjša uporaba organskih topil ter 
zmanjšanje nastalih odpadkov. Med seboj se UHPLC sistemi razlikujejo po največjem 
doseženem tlaku, različnih možnostih pretoka, mrtvem volumnu in številnih drugih 
lastnostih. Dandanes se UHPLC kolone uporabljajo pri okoljskih, živilskih ter 
kemijskih analizah, kjer je potrebno analizirati veliko število vzorcev v čim krajšem 
času. Prav tako se zaradi hitrega ločevanja in zmanjšanih stroškov široko uporablja v  
farmaciji med odkrivanjem in razvojem novih zdravil. 
Ključne besede: Ultra visokotlačna tekočinska kromatografija, kapilarne kolone, 
UHPLC, hibridni delci, delce na osnovi silike 
Ultra high pressure chromatography of macromolecules  
Abstract : Ultra-high-pressure liquid chromatography was developed in laboratories in 
the late 1990s, with the aim of achieving rapid high-resolution analysis predominantly 
on capillary columns filled with 1–1.7 micron particles. UHPLC is widely used in 
analytical chemistry for the separation, identification and quantitative analysis of 
compounds. It provides us with high speed, high resolution, sensitivity and short lead 
time. This requires very high pressures of up to 1500 bar and columns filled with 
particles smaller than 2 microns. We can divide them in two groups, into hybrid and 
silica-based particles. The advantages of UHPLC systems are the use of less organic 
solvents and a reduction in generated waste. UHPLC systems differ from each other in 
maximum pressure drop, different flow rates, dead volume and many other properties. 
Nowadays, UHPLC columns are used in environmental, food and chemical analyzes, 
where it is necessary to analyze a large number of samples in the shortest possible time. 
It is also widely used in pharmaceutical companies during the discovery and 
development of new drugs due to its rapid separation and reduced costs. 
Key words: Ultra-high-pressure liquid chromatography, capillary columns , UHPLC, 
hybrid particles, silica-based particles 
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Seznam uporabljenih kratic in simbolov 
 
AX  anionski izmenjevalec  
BSA  goveji serumski albumin 
FDA   uprava za hrano in zdravila (ang. Food and Drug Administration) 
HETP  višina teoretičnega prekata  
HILIC  faza s hidrofilnimi interakcijami 
HPLC  visokotlačna tekočinska kromatografija 
IBD   alkalno deaktivirana faza (ang. intrinsically base-deactivated phase) 
KHL   zunajcelični dihalni protein (ang. keyhole limpet hemocyanin)  
LC-MS  tekočinska kromatografija – masna spektrometrija 
PFP   pentafluorofenil 
PFPP   pentafluorofenilpropil 
SAX   močni anionski izmenjevalec (ang. strong anion exchanger) 
SCX   močni kationski izmenjevalec (ang. strong cation exchanger) 
TOF-MS   TOF masna spektroskopija (ang. time-of-flight mass spectrometry) 
UHPLC  ultra visokotlačna tekočinska kromatografija  
UV   ultravijolična 
WAX   šibek anionski izmenjevalec (ang. weak anion exchanger) 
WCX   šibek kationski izmenjevalec (ang. weak cation exchanger) 
 
1 
 
1 Uvod in namen dela 
 
Koncept ločevanja komponent v različnih vzorcih v koloni, je leta 1903 prvič razvil Michael 
Tswett in tudi uvedel izraz kromatografija. Takrat so njegovi sodobniki pokazali malo 
zanimanja za to idejo, zato je minilo skoraj 40 let preden so znanstveniki v Nemčiji ponovno 
odkrili načelo kolonske tekočinske kromatografije [1]. Sprva za separacijo niso bili potrebni 
višji tlaki. Delci v stacionarni fazi so bili večji od 20 µm, zato je bila za tok navzdol potrebna 
le gravitacijska sila, vakuum na koncu kolone ali podtlak, ki je bil ustvarjen s pomočjo ročne 
pumpe na začetku kolone. Vendar te kolone niso bile primerne za ločitve za delce katerihkoli 
velikosti. Za analizo je bila potrebna tudi večja količina topila in analita. Da bi to izboljšali, so 
poskušali narediti kolone, ki bi bile primerne za skoraj vse vrste vzorcev, ter čim manjšo 
porabo topil. Seveda tukaj ni zadostovala le gravitacijska sila, temveč so bili potrebni tudi 
visoki tlaki do 300 barov. To tehniko danes imenujemo visokotlačna tekočinska 
kromatografija. S ciljem, da bi dosegli še hitrejše analize in boljšo učinkovitost, so 
znanstveniki še naprej raziskovali kromatografijo, ki bi bila mogoča še pri višjih tlakih. Izraz 
UHPLC – ultra visokotlačna kromatografija – je prvotno uporabil Jorgenson leta 1997. Prvo 
kromatografsko kolono s tlakom do 1000 barov je leta 2004 proizvedlo podjetje Waters [2]. 
Namen mojega diplomskega dela je kratek pregled zgodovine, kako se je ultra visokotlačna 
kromatografija razvila ter splošna načela delovanja in zgradbo teh naprav. Na koncu sta tudi 
opisana primera uporabe le-teh. 
1.1 Zgodovina kromatografije  
Za začetnika tekočinske kromatografije, bi lahko šteli Mikhaila Semyonovicha Tsveta, ki jo je 
razvil v začetku 20.stoletja. Kasneje so za razvoj papirne, tankoplastne in odprto-kolonske 
tekočinske in plinske kromatografije pripomogli tudi številni drugi znanstveniki. Vsi so za 
zgled uporabljali metodo Tsveta [2]. 
Tsvet je študiral botaniko na ženevski univerzi v Švici in kasneje tam tudi diplomiral. Ko je 
delal kot asistent na univerzi v Varšavi na Poljskem, se je ukvarjal z raziskavo pigmentov v 
listih rastlin. Potreboval je metodo s katero bi lahko izoliral pigmente v čisti obliki. Takratne 
analizne tehnike mu pri tem niso pomagale, zato je poskušal poiskati nove načine kako bi to 
lahko naredil. Za analizo je uporabil majhne steklene kolone premera 2–3mm, ki so bile 
polnjene z adsorbentom do višine 30mm. Rastlinski ekstrakt je nanesel na vrh kolone, ki je s 
pomočjo topila (mobilne faze) potoval po koloni s pomočjo rahlega vakuuma ali majhnega 
pritiska. Kot najboljši topili za to sta se izkazala benzen in ogljikov sulfid. Vzporedno je 
uporabljal več kolon, kot je vidno na sliki 1[2]. 
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Slika 1: Tsvetova kromatografska naprava [2]  
 
Posamezni pigmenti so se pokazali kot območja različnih barv, kot je prikazano na sliki 2. 
Različne pigmente je razrezal in jih nato ekstrahiral iz adsorbenta z ustreznim topilom in jih 
identificiral z UV-spektroskopijo [2]. 
 
Slika 2: Ločba rastlinskih pigmentov, ki jo je pridobil Tsvet [2] 
 
Njegova metoda je bila objavljena le v nemški botanični reviji in v knjigi v ruskem jeziku. 
Večina takratnih kemikov takih knjig in člankov seveda ni brala. Prav tako so v teh besedilih 
manjkale številne podrobnosti njegovih poskusov. Njegove metode niso sprejeli zaradi 
izbruha prve svetovne vojne leta 1914 in njegove nenadne smrti leta 1919. Po Tsvetu se je kar 
nekaj znanstvenikov lotilo raziskovanja kromatografije. Med njimi so bili Gottfried Kränzlin, 
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Charles Dhéré in sodelavci, ter Leroy Sheldon Palmer. Vsi ti so že znali izolirati čiste 
elemente iz naravnih spojin. Kränzlin je njegovo delo uporabil v svojem doktorskem delu, 
kjer je na pol-kvantitativen način določil vsebnost karotenov in klorofilov v različnih 
rastlinah. To je določil na podlagi širine kromatografskih pasov. Tudi Palmer si je s to tehniko 
pomagal pri študiji pigmentov v hrani za govedo (trava, seno, korenje…). Delo teh 
znanstvenikov pa vseeno ni imelo veliko vpliva na razvoj kromatografije. Morda zato, ker po 
izobrazbi niso bili kemiki, temveč veterinarji, botaniki, itd. Kasnejši kemiki so bili glede 
kromatografije zelo skeptični [2]. 
Leta 1930 je kemik Edgar Lederer pod mentorstvom Richarda Kuhna pri svoji raziskavi 
poskušal ločiti ksantofil in zeaksantin. Za dosego le-tega je uporabil Tsvetovo metodo, ki jo je 
prebral v njegovi knjigi. Uporabil je steklene cevi (kolone) s premerom 7 cm. Njegove 
raziskave so bile leta 1931 objavljene v številnih znanih in verodostojnih nemških 
znanstvenih revijah. S tem so kromatografijo začeli sprejemati kot odlično analizno tehniko 
pri izolaciji in določevanju strukture različnih spojin. Glavno težavo je takrat predstavljalo 
vprašanje, kako najti ustrezno stacionarno fazo. Odkrili so adsorbente kot so glinica, 
magnezijev dioksid in siliko. Namesto rezanja kromatografskih trakov, so raziskovalci začeli 
topilo z analitom eluirati s kolone. S tem se je kromatografija začela vedno bolj uveljavljati v 
znanstvenem svetu, saj se jo je dalo uporabljati za številne namene v velikem obsegu [2].  
Kromatografijo so leta 1937 prvič uporabili tudi za druge spojine, ne le za organske. S 
pomočjo le-te je Georg-Maria Schwab ločil anorganske katione na glinici. Geoffrey M. 
Henderson in H. Gordon Rule sta isto leto uspešno opravila ločitev dveh enantiomerov. Tri 
leta kasneje sta raziskovalca za podjetje Wool Industries, Archer J. P. Martin in Richard L. M. 
Synge poskušala ločiti aminokisline v proteinih volnenih vlaken. Sprva sta se lotila z 
ekstrakcijo acetilnih derivatov z vodo ter tokom kloroforma v nasprotni smeti. Ta postopek je 
bil zelo zamuden in ni bil cenovno ugoden, ker je zahteval velike količine topila. Za 
optimizacijo postopka sta za polnilo kolon uporabila vezano vodno fazo na silicijev dioksid, 
kloroform pa sta uporabila kot mobilno fazo. Voda je v tem primeru predstavljala stacionarno 
fazo. Ta tehnika se je razlikovala od prejšnje v tem, da ni uporabljala adsorbenta, ampak je 
temeljila na porazdelitvi med dvema tekočima faza. To danes imenujemo porazdelitvena 
kromatografija tekoče-tekoče [2].  
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Synge in Martin sta med svojo raziskavo prišla do slednjih zaključkov [2]:  
• Analiti so znotraj kolone ravnotežno porazdeljeni med mobilno in stacionarno fazo. 
• Postopek ločbe je odvisen od difuzijskega koeficienta analita. 
• Obstaja optimalni pretok analita, kjer ločba poteka najučinkoviteje.  
• Kolona z manjšimi delci je učinkovitejša. To je ena ključnih ugotovitev za nadaljnji 
razvoj visokotlačne kromatografije, katero so odkrili 30 let pozneje. 
• Za mobilno fazo bi se lahko uporabljal tudi plin, kar pa je vodilo do odkritja plinske 
kromatografije. 
Leta 1950 je Eugen Glueckauf razložil »teorijo podov«. Ta predpostavlja, da je kolona 
sestavljena iz velikega števila podov, kjer so topljenec in obe fazi v ravnotežju. S številom 
teoretskih podov izražamo učinkovitost kolone. To število pove, kolikokrat se topljenec 
porazdeli med mobilno in stacionarno fazo. Večji kot je N, učinkovitejša kolona [2].  
Tudi Calvin Giddings je potrdil Martinovo in Syngevo hipotezo glede velikosti delcev. Za 
hitrejše in boljše ločevanje so v stacionarni fazi potrebni delci, ki so manjši od 10 µm. Leta 
1955 je Jan van Deemter opisal kromatografski postopek s pomočjo enačbe, ki jo imenujemo 
van Deemterjeva enačba [2]. S pomočjo te lahko kvantitativno izrazimo učinkovitost kolone s 
številom teoretskih podov. To je mogoče normalizirati z dolžino kolone, da dobimo višino 
teoretskih podov, ki jih označujemo s HETP oziroma H [3]. 
𝐻 = 𝐴 + 
𝐵
𝑢
+ 𝐶𝑢 = 2𝜆𝑑𝑝 +
2𝛾𝐷𝑀
𝑢
+
𝑓(𝑘)𝑑𝑝
2𝑢
𝐷𝑀
 
Zgornja enačba predstavlja van Deemterjevo enačbo, pri čemer u predstavlja linearno hitrost, 
členi A, B in C pa so konstante. 𝑑𝑝 predstavlja premer delcev, ki so polnjeni v koloni, 𝐷𝑀 
difuzijski koeficient analita, λ je strukturni faktor delcev polnjenih v kolone, γ je faktor 
oviranja ter k je zadrževalni faktor za analit [3]. 
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Slika 3: van Deemterjeva krivulja [4] 
Prvi člen v van Deemterjevi enačbi opisuje širjenje vrhov zaradi prisotnosti delcev 
stacionarne faze v koloni. To imenujemo tudi naključna difuzija. To se zgodi, ker so kolone 
polnjene z delci in imajo molekule analita različno dolge poti skozi kolono. Nekatere 
molekule potujejo malo dlje časa kot je vrh na grafu, nekatere malo manj in to povzroči 
razpršitev oziroma majhno razliko pri zadrževanju. Na to difuzijo najbolj vplivata velikost in 
oblika delcev. Večji kot so delci, večji bo učinek disperzije. Za delce, ki so sferičnih oblik, je 
dolžina med njimi manjša kot pri nepravilnih delcih, zato so tudi hitrosti molekul analita 
primerljive, medtem ko se te pri nepravilnih delcih razlikujejo [4]. 
Drugi člen te enačbe predstavlja vzdolžno difuzijo. Ta je posledica razlik v koncentraciji v 
mobilni fazi. V središču območja vrhov je koncentracija največja, pred in po njej pa so 
manjše. Zato poteka difuzija v smeri toka mobilne faze, kot tudi nasprotno. Vzdolžna difuzija 
je sorazmerna s koeficientom molekulske difuzije. Prav tako upošteva Fickov zakon, zato 
nanjo vpliva viskoznost, temperatura ter molekulska teža. Povišana temperatura in večji 
difuzijski koeficient povečata vrednost člena B. Difuzijski koeficienti za tekočine so 
razmeroma majhni. Hitrost mobilne faze je veliko večja od njih, zato je vpliv člena B v 
celotni van Deemterjevi enačbi pri tekočinski kromatografiji zelo majhen [4]. 
Zadnji člen se nanaša na prenos mase komponent vzorca med stacionarno in mobilno fazo. 
Celoten člen C je sestavljen iz dveh delov in sicer iz Cm in Cs. Prvi člen pripomore h širitvi 
vrhov v mobilni fazi. Hitrost mobilne faze je v sredini večja od tiste bližje stacionarni fazi in 
zato imajo molekule vzorca različne hitrosti. Cs prispeva h širjenju vrhov v stacionarni fazi. 
Ta člen je določen glede na količino stacionarne faze in številom interakcij z analitom ter 
razdaljami, ki jih morajo molekule vzorca prepotovati. Ko se molekule analita hitro premikajo 
med mobilno in stacionarno fazo, se učinkovitost kolone močno izboljša. Hitrost s katero se 
molekule premikajo med fazama, je odvisna od difuzijskega koeficienta analita. Tiste, ki 
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imajo velik difuzijski koeficient bodo potrebovale manj časa. Vpliv člena C na širjenje vrhov 
se s povečano hitrostjo mobilne faze veča. Ko se hitrost mobilne faze poveča, mora biti 
izmenjava molekul med stacionarno in mobilno fazo dovolj hitra, da se ohrani ravnovesje 
med fazama. Če to ni ohranjeno, se vrhovi razširijo in je učinkovitost ter kakovost ločevanja 
zmanjšana [4]. 
 
Slika 4: van Deemterjeve krivulje za 10, 5, 3 in 1,7 μm delce [3] 
 
Graf višine teoretičnega prekata (HETP) v odvisnosti od linearne hitrosti (u) opisuje 
delovanje različnih delcev. Delci manjši od 2 mikronov kažejo nižje vrednosti H, kar 
predstavlja večjo učinkovitost. Hkrati so optimalne ločitve dosežene pri večjih linearnih 
hitrostih ter v širšem območju le-teh, zaradi majhne upornosti proti prenosu mase teh 
nosilcev. Zato so taki delci uporabljeni pri analizah, kjer so potrebni krajši časi analiz ter 
boljša ločljivost. Krivulja večjih delcev je zaradi člena C v van Deemterjevi enačbi bolj strma, 
saj je velikost delcev v zadnjem členu te enačbe kvadratna. Majhni delci povzročijo velik 
padec tlaka, saj je po Darcyjevem zakonu padec tlaka obratno sorazmeren velikosti delcev pri 
optimalni linearni hitrosti [3]: 
𝛥𝑃 =  𝜙
𝜂𝐿𝑢
𝑑𝑝
2  
Kjer je ϕ enak upornosti pretoka, η je viskoznost mobilne faze, L je dolžina kolone, u je 
linearna hitrost mobilne faze in 𝑑𝑝predstavlja velikost delcev. Kolona polnjena z delci 
premera 1,7 µm bo ustvarila 27 krat višji tlak od tistega pri koloni polnjeni z delci premera 5 
µm. Zato je bilo potrebno razviti nove sisteme, ki so odporni na tako visoke tlake [3]. 
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Dokler so bili delci v stacionarni fazi večji od 20 µm, za separacijo niso bili potrebni višji 
tlaki. Dovolj je bila gravitacijska sila, da je tok potoval dol, ter vakuum na koncu kolone ali 
nadtlak na začetku kolone. Vendar take kolone niso bile primerne za ločitve za delce 
katerihkoli velikosti. Tudi za analizo je bila potrebna večja količina topila in analita, kar 
predstavlja večji strošek. S tem namenom so poskušali narediti kolone, kjer bi bili delci v 
stacionarni fazi manjši od 10 µm. Vendar tukaj ni bila dovolj gravitacijska sila, zato je bil 
potreben višji tlak, da je mobilna faza lahko potovala po koloni. To ni bilo enostavno narediti, 
saj je bilo težko polniti kolone s tako majhnimi delci in hkrati izdelati črpalke, ki bi 
zagotavljale stalen pretok brez motenj in tako majhen tok (1mL/min) pri tlakih do 300 barov. 
Kljub temu je ta izboljšana metoda predstavljala tehniko, ki je primerna za skoraj vse vrste 
vzorcev. Zaradi manjših pretokov, je bila potrebna manjša količina analita in topil, kar je 
predstavljajo nižjo ceno same analize [2]. 
Širšemu ljudstvu je bila visokotlačna kromatografija predstavljena preko številnih knjig (npr. 
knjiga Lloyda R. Snyderja in Jacka J. Kirklanda, Uvod v sodobno tekočinsko kromatografijo). 
S pomočjo le-teh so se te analizne tehnike naučili njeni prvi uporabniki [2].  
S ciljem, da bi dosegli še hitrejše analize in boljšo učinkovitost, so znanstveniki še naprej 
raziskovali kromatografijo, ki bi bila mogoča še pri višjih tlakih. Izraz UHPLC – ultra 
visokotlačna kromatografija – je prvotno uporabil Jorgenson leta 1997. Uporabili so kolone 
polnjene z neporoznimi delci silike premera 1–1,5 µm na prototipu pri zelo visokih tlakih in 
sicer do 4100 barov leta 1997 in 7200 barov leta 2003. Poleg Jorgensona je tudi Lee s 
sodelavci potrdil potencial ultra visokotlačne kromatografije do 3600 barov. Prvo 
kromatografsko kolono s tlakom do 1000 barov je leta 2004 proizvedlo podjetje Waters. V 
zadnjih 10 letih so številni proizvajalci kromatografskih kolon razvili kolone s tlaki od 600 do 
1400 barov. Izboljšali so se tudi detektorji, ki jih vežemo na konec kolon UHPLC. Paziti je 
potrebno tudi pri izbiri stacionarne faze, saj se razlikujejo glede na velikost delcev v koloni, 
kakšen pritisk lahko prenesejo ter pri kakšnem pH-ju in kateri temperaturi so obstojne. V 
prvih začetkih so naprave UHPLC uporabljali predvsem za doseganje hitre separacije. Na 
primer UHPLC kolona s premerom 50 x 2,1 mm in 1,7µm delci je devetkrat hitrejša od 
navadne HPLC kolone s premerom 150 x 4,6 mm in 5 µm. Dandanes se UHPLC kolone 
uporabljajo pri okoljskih, živilskih ter kemijskih analizah, kjer je potrebno analizirati veliko 
število vzorcev v čim krajšem času. Zaradi hitrega ločevanja in zmanjšanih stroškov se široko 
uporablja v farmaciji pri odkrivanju in razvoju novih zdravil [5]. 
9 
 
2 Osnove  
2.1 Lastnosti UHPLC sistemov  
Med seboj se UHPLC sistemi razlikujejo po največjem doseženem tlaku, različnih možnostih 
pretoka, mrtvem volumnu in številnih drugih lastnostih. Zdržati morajo zelo visoke tlake, prav 
tako pa morajo biti prilagojeni za delovanje v ozkih kolonah (npr. premera 2,1 mm) in precej 
hitro, zato da se omeji segrevanje skozi kolono in zmanjša porabo topila. Hkrati potrebujejo 
zelo natančne detekcijske sisteme in majhno prostornino vbrizga, saj je potrebno injicirati le 
1% volumna celotne kolone vzorca, da ne pride do preobremenjenosti kolone. Nguyen je s 
sodelavci povzel vse zahteve za pravilno obratovanje UHPLC sistema. Te so sledeče [3]: 
• Robustna črpalka in injektor 
• Hitri cikli injiciranja 
• Majhna prostornina od točke mešanja eluentov do vrha/začetka kolone (ang. gradient 
delay volume) 
• Hitra detekcija ter visoka stopnja vzorčenja 
• Majhna prostornina izven kolone (ang. extra-colum volume) (volumen od točke kjer 
vzorec vstavljen do točke, kjer je vzorec injiciran v kolono, ter volumen od točke izstopa 
vzorca iz kolone, do detektorske celice). Ta prostornina mora biti čim manjša saj povzroči 
širjenje vrhov in posledično zmanjšanje števila podov in s tem resolucije. 
• Ustrezna kolona in stacionarna faza.  
Ime naprave 
Leto prihoda na 
trg 
Maksimalen padec 
tlaka Hitrost pretoka Maksimalna temperatura Volumen injiciranja Mrtvi volumen Čas injiciranja 
Acquity UPLC 2004 100 Mpa do 2 mL/min do 90°C 0.1-50 µL 80 µL 15 s 
1200 RRLC 2006 60 MPa do 5 mL/min do 100°C 0.1-100 µL 260 µL <30 s 
Acella High Speed 2006 100 MPa do 2 mL/min do 100°C 1-1000 µL 65 µL 30 s 
X-treme LC 2006 100MPa do 10 mL/min do 65°C 0.1-100 µL majhen* 30 s 
PromimenceUFLC 2007 35 MPa do 10 mL/min do 85°C 0.1-100 µL ** 10 s 
LaChrom Ultra 2007 60 MPa do 5 mL/min do 85°C 0.1-50 µL majhen* 30 s 
Ultra HP 2007 120 MPa do 5 mL/min ni podatka ni podatka ni podatka ni podatka 
RSCL UltiMate 
3000 2008 80 MPa do 5 mL/min do 110°C 0.01-500 µL 35 µL 15 s 
Platin Blue 2008 100 MPa do 2 mL/min do 140°C 1-500 µL 110 µL 15 s 
Flexar (FX-15) 2009 100 MPa  do 90°C min 1 µL ni podatka 8 s 
Infinity 2009 120 Mpa do 5 mL/min do 100°C 0.1-100 µL 55-110 µL <19 s 
* proizvajalec ni podal točne številke 
** odvisno od konfiguracije  
Slika 5: trenutne dostopne UHPLC naprave in njihove specifikacije [3] 
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2.2 Injektorji 
Velik problem pri načrtovanju UHPLC sistema je uvajanje vzorca pri zelo visokih tlakih in 
pri majhnih volumnih tega vzorca. Poznamo dve vrsti injektorjev, z zanko s stalnim 
volumnom in s spremenljivim pretokom (direktni injektor). Pri injektorju z zanko, se ne 
uporabi celotnega vzorca, ki je v igli. Vzorec iz igle se prenese v zanko in ta del vzorca naprej 
prenaša mobilna faza. Pri injektorjih s  spremenljivim pretokom se uporabi celotni vzorec, ki 
je v igli. Prednosti injektorjev z zanko so manjša disperzija, manjši volumen od točke mešanja 
eluentov do vrha/začetka kolone (ang. gradient delay volume) in hitrejši cikli brizganja v 
primerjavi z direktnimi injektorji. Zato ta vrsta injektorja ustreza za kolone z majhnim 
premerom. Prispevek injiciranja k celotni disperziji sistema je majhen, zato ne vpliva na 
izgubo učinkovitosti kolone. Ima tudi nekaj pomanjkljivosti, saj potrebuje več pralnih topil, 
da se zmanjša možna kontaminacija[6]. To pomeni da se majhna količina analita, ki je bil 
injiciran predhodno, prenese na naslednji vzorec, kar vpliva na kvantitativno analizo 
slednjega. Največji vpliv je kadar za bolj koncentriranim vzorcev, injiciramo manj 
koncentriranega. Da preprečimo navzkrižno kontaminacijo, je po injiciranju potrebno dobro 
očistiti zanko, iglo ter vrh igle. To lahko drugače ocenimo tako, da za močno koncentriranim 
analitom, injiciramo še slepi vzorec. Stopnjo kontaminacije ocenimo tako, da prisotnost 
analita v slepem vzorcu predstavimo s procentom koncentriranega. Za preizkusni test 
kontaminacije se navadno uporablja kofein, ki služi potem kot skupni standard za primerjavo 
učinkovitosti različnih injektorjev [7]. Še ena izmed slabosti injektorjev z zanko je ta, da se pri 
večjih zankah (≥ 20µL) zaradi viskoznega toka ali prevelikega volumna, poveča tudi 
disperzija. Danes obstajajo komercialni UHPLC sistemi, ki uporabljajo obe vrsti injektorjev, 
da lahko dajo optimalne rezultate glede na uporabo [6].  
 
2.3 Stacionarne faze in kolone  
Za potek analize pri tako visokih tlakih je zelo pomembna kakovost in stabilnost stacionarnih  
faz. Odkrili so izboljšane stacionarne faze z dobro kemijsko in fizikalno stabilnostjo, ki 
omogočajo krajši potek analize, ohranja se visoka resolucija in selektivnost, delujejo v 
širokem pH območju in zdržijo visoke tlake [3].  
Pri UHPLC sistemih se priporoča, da so premeri kolon majhni, zato da se izognemo gretju 
kolone. Zato je večina kolon premera velikosti od 2.1 do 1 mm. Pretok skozi kolono, ki deluje 
pri visokih tlakih je toplejši od mobilne faze ki vstopa v kolono. Prav tako je v sredini kolone 
temperatura večja od tiste pri steni. Te temperaturne gradiente vzdolž in radialno v koloni, 
lahko pripišemo gretju zaradi trenja med mobilno fazo in majhnimi delci, skupaj s slabim 
odvajanjem toplote iz kolone.  Radialni temperaturni gradienti lahko zmanjšajo učinkovitost 
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kolone, saj povzročijo neenakomerno porazdelitev linearne hitrosti mobilne faze. Vzdolžni 
gradient temperature pa lahko zmanjša retencijski faktor analitov. Vse te temperaturne vplive 
lahko zmanjšamo z uporabo ožjih kolon, kot je že navedeno zgoraj [3].  
Poznamo pasivni in aktivni način delovanja hladilnih oziroma ogrevalnih sistemov kolon pri 
vseh tekočinsko kromatografskih tehnikah. Pri pasivnem ogrevanju je kolona v peči, kjer 
lahko reguliramo temperaturo. Mobilna faza se segreje do temperature peči, ko potuje skozi 
zavito cev pred vstopom v kolono. Pri aktivnem segrevanju se mobilna faza neposredno 
segreva do temperature peči v kratki cevi pred vstopom v kolono, da se kolona bolj 
enakomerno segreva [3]. 
 
2.3.1 Lastnosti delcev 
Velikost delcev se je zmanjšala. V petdesetih letih prejšnega stoletja so uporabljali delce 
velikosti 100 µm, kasneje 10, 5 in 3 µm. Danes uporabljajo delce manjše od 2 mikronov. S 
tem najlažje zmanjšamo čas analize, brez vpliva na učinkovitost in resolucijo. Prve delce 
manjše od 2 mikronov, je pokazal Horvath s sodelavci leta 1988. Takrat še ni bilo na voljo 
drugih kompatibilnih delov naprav za tako majhne delce. Zato so bili neporozni nosilci takih 
velikosti, komercializirani šele leta 2004. Večina zgodnjih stacionarnih faz, ki so bile 
uporabljene za kapilarne kolone, so bile sestavljene iz neporoznih delcev silicijeva dioksida, 
velikosti 1-1,5 µm. Takrat je Wu s sodelavci primerjal učinkovitost kolon polnjenih z 
poroznimi in neporoznimi delci velikosti 1,5 in 3 µm. Učinkovitost je bila največja pri 
neporoznih delcih pri visokih linearnih hitrostih in pri večjih delcih, pri 1,5 µm je bila manjša. 
Prednost takih delcev je, da odpravijo difuzijo skozi pore in upor proti prenosu mase, s tem pa 
izboljšajo zadnji člen van Deemterjeve enačbe. Povprečni retencijski faktor za kolono s 
poroznimi delci C18 velikosti 1,7 µm je bil večji od faktorja v koloni z neporoznimi delci 
velikosti 1,5 µm. Vezna kapaciteta poroznih delcev C18 je bila 15 krat večja od neporoznih, 
ker imajo večjo površino. Zato je večina polnil narejena iz poroznih delcev. Porozne delce 
delimo na hibride in delce na osnovi silike [3]. 
 
2.3.1.1 Delci na osnovi silike 
Kemijske lastnosti stacionarnih faz na osnovi silike se razlikujejo glede na način priprave. 
Površina silike je pokrita z silanoli in siloksanskimi mostovi. Silanoli so rahlo kisli in imajo 
polarne adsorpcijske lastnosti. Silanolske skupine lahko spreminjamo tako, da na površino 
vežemo različne skupine, zato da dajo te različno selektivnost. Pri reverznih fazah so skupine 
vezane na površino nepolarne molekule (C18, C8), medtem ko so pri normalnih fazah, ionsko 
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izmenjevalnih ter hidrofilnih interakcijah, na površino vezane polarne skupine. Način vezave 
je neodvisen ali so delci popolnoma porozni, neporozni ali delci s trdnim jedrom [6].  
Vezava nepolarnih skupin na površino vključuje silanizacijo z uporabo reaktivnih silanov, 
najpogosteje klorosilana ali alkoksilana. Za vezavo polarnih funkcionalnih skupin se 
uporabljajo alkoksilani ali z derivatizacijo v vodnem mediju. Končna stopnja derivatizacije je 
odvisno od načina priprave silike – katere vrste silana so bile uporabljene pri vezavi ter pogoji 
vezave. Silani imajo lahko eno, dve ali tri vezavna mesta, s katerimi se lahko vežejo na 
površino silike. Skupini silanov z dvema ali tremi vezavnimi mesti imajo večjo kemijsko 
stabilnost v kisli mobilni fazi in prav tako večjo pokritost površine – količina skupin vezanih 
na enoto površine. To vpliva na retencijski faktor in resolucijo. Odvečne silanole, ki bi 
povzročili neželene interakcije, odstranimo z uporabo di ali trimetilsilanov. Delcu s tem 
zagotovimo večjo stopnjo zaščite pred mobilno fazo [6].  
Polnila na osnovi silike so bila poznana že pred uvedbo prvega komercialno dostopnega 
UHPLC sistema, vendar niso bila primerna za uporabo pri tlaku nad 400 barov. Prvi 
komercialno dostopni delci, manjši od dveh mikronov, ki so zdržali tlak do 104 barov, so bili 
t.i. hibridi. Šele leta 2006 so bile uvedene kolone polnjene s silika delci, ki so zdržali tudi tlak, 
večji od 400 barov. Temu so sledile številne izboljšave, da so kolone lahko zdržale tlak od 
600 do 1000 barov [6].  
Alternativa popolno poroznemu delcu silike so delci s trdnim jedrom. V poznih šestdesetih 
letih prejšnjega stoletja sta Hrovath in Lipsky menila, da bi imeli te delci boljšo učinkovitost, 
zaradi manjše difuzije. Leta 2007 je bil predstavljena stacionarna faza, debeline 2,7 µm, 
sestavljena iz 1,7 µm neporoznega jedra silike in 0,5 µm debelim zunanjim slojem. Za kolone 
premera 4,6 mm se je višina podov zmanjšala, vezna kapaciteta pa je vseeno ustrezala v 
večini primerov. V primerjavi s polno poroznimi delci so pokazali izboljšave pri prvih dveh 
členih van Deemterjeve enačbe. Kažejo tudi manjše gretje zaradi trenja [6].  
Kolone, polnjene z delci s trdnim jedrom, se zunaj kolone obnašajo enako kot polno porozni 
delci. Ti delci imajo, tako kot delci iz silike, slabo kemijsko stabilnost in manjšo vezno 
kapaciteto. Kolon s takimi delci tudi ni enostavno prilagoditi za uporabo pri preparativnih 
analizah, za izolacijo spojin in za čiščenje spojin [6]. 
2.3.1.2 Hibridni delci 
Ko je na trg prvič prišel UHPLC sistem, je bila edina kolona, ki je zdržala tlake do 104 barov, 
polnjena z delci BEH (hibridni anorgansko-organski delci). Delci iz silike so bili poznani že 
več kot 30 let. V tem času so jih neprestano izboljševali za večjo učinkovitost in boljšo 
mehansko stabilnost. Dobro so delovali le znotraj pH območja od 2 do 8 in kazali so slabe 
oblike vrhov, zaradi interakcij z ostanki silanolov na površini. Mobilne faze s pH-jem 
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manjšim od 2, so povzročile hidrolizo, tiste s pH-jem nad 8 pa so raztopile delce silike, kar se 
je kazalo pri izgubi učinkovitosti [6]. 
Hibridni delci so proizvedeni s pomočjo polimerizacije dveh silanskih monomerov tako, da 
tvorijo organsko/anorgansko vez. Prva generacija hibridnih delcev je imela na siliko vezane 
Si-CH3. Te delci so imeli za približno 33% manj ostankov silanolov na površini, kar pomeni 
boljšo učinkovitost od navadnih silika delcev. Najpomembnejše je, da so ti delci stabilni v 
širšem pH območju. Lahko so uporabljali tudi mobilne faze v pH območju od 1 do 12. S tem 
so dosegli drugačno selektivnost nabitih analitov. Leta 2004 je bila predstavljena druga 
generacija hibridnih materialov pod komercialnimi imeni Acquity BEH (1,7 µm) in 
XBridgeTM (≥2,5 µm). Mellors in Jorgeson sta uporabila delce BEH premera 1,5 µm v 
kapilarni koloni premera 30 µm pri tlakih do 4482 barov. Odkrila sta, da delujejo podobno kot 
neporozni 1 µm delci, le da imajo 35 krat večjo vezno kapaciteto. Tako kot delci na osnovi 
silike, imajo lahko tudi hibridni delci na površino vezane različne skupine, saj se s tem 
spreminja tudi selektivnost ločitve. Na njih se prav tako lahko veže šibko ionizirajoča skupina 
in s tem dosežemo nabito površino hibridnih delcev [6]. 
 
Slika 6: Sinteza delcev silike (zgornja slika) in hibridnih delcev (spodnja slika). Spodnja slika prikazuje proces proizvodnje 
BEH in XBridgeTM hibridnih delcev (Waters Corporation) [6] 
 
14 
 
Tabela 1: Tržno dostopne UHPLC kolone [6]  
Ime  Osnova 
delcev  
dp (µm) Tipi stacionarnih faz Maksimalni 
tlak (bar) 
pH območje Proizvajalec  
Acquity UPLC 
BEH 
Hibridni  1.7 C18, C18 karbamat, C8, C4, 
fenil, HILIC, amid, SEC 
1241 1-
12(C18,C8,fenil) 
2-11(C18 
karbamat, amid) 
1-9 (HILIC) 
1-8 (SEC) 
Waters 
Acquity UPLC 
CSH 
Hibridni 1.7 C18, fenil-heksil, fluorofenil 1241 1-11 (C18, fenil-
heksil) 
1-8 (fluorofenil) 
Waters 
PolyRP PS/DVB 1.0, 1.7 Fenil 690 1-14 Sepax 
Proteomix PS/DVB 1.7 SCX, WCX, SAX, WAX 690 2-12 Sepax 
Kinetex Delci s 
trdnim 
jedrom 
1.7 C18, C8, PFP, HILIC 1034 1.5-10 (C18) 
2-8 (PFP, HILIC) 
Phenomenex 
Acquity UPLC 
HSS 
Silika  1.8 C18, PFP, CN  1241 2-8 Waters 
VisionHT Silika 1.5 C18, HILIC, silika 827 2-8 Grace 
Sepak silica-
based 
Silika 1.8 C18, C8, C4, fenil, amin, CN 690 2-8.5 Sepax 
Eclipse Plus 
RRHD 
Silika 1.8 C18, C8, fenil-heksil, HILIC 1241 2-9 Agilent 
Extend RRHD Silika 1.8 C18 1241 2-11,5 Agilent 
StableBond 
RRHD 
Silika 1.8 C18, C8, fenil, CN 1241 1-8 Agilent 
Epic Silika 1.8 C18, C8, fenil, CN, SCX, 
fenil-heksil, PFP, dioli, 
HILIC, silika 
1310 Ni določeno ES Industries 
Strategy  Silika 1.7 C18, HILIC Ni določeno 1-10 (C18) 
1.5-7 (HILIC)  
Interchim 
BlueOrchid Silika 1.8 C18, C8, C4, fenil, PFP, 1034 2-8  Knauer 
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HILIC, CN, SAX, amidi, 
silika 
2-9 (C8) 
1-11 (C18) 
Nucleodur Silika 1.8 C18, C8, PFP, HILIC, CN, 
aminopropil, silika 
1034 Različno, 
večinoma med 1-
9 ali 1-10 
Macherey-
Nagel 
PinnacleDB 
and Ultra II 
Silika 1.9 C18, C8, PFP, bifenil, CN, 
silika 
1034 V katalogu Restek 
Hypersil 
GOLD 
Silika 1.9 C18, C8, C4, fenil, PFP, CN, 
fenil, amino, AX, SAX, 
silika 
1034 V katalogu ThermoFisher 
Syncronis Silika 1.7 C18, C8, C4, fenil, amino, 
HILIC, silika 
Ni določeno 2-8 ThermoFisher 
Pursuit UPS Silika 1.9 C18, bifenil Ni določeno 1.5-10 (C18) 
1.5-8 (bifenil) 
Varian  
Brownlee Hres Silika  1.9 C18, silika, CN, PFPP, 
bifenil, IBD 
Ni določeno Ni določeno PerkinElmer 
 
2.4 Detektorji  
Za ozke vrhove pri analizi so potrebni detektorji, ki hitro zaznavajo zelo majhne volumne, da 
se zagotovi visoka učinkovitost. Na kapilarni koloni je najboljša detekcija na koloni (ang. on-
column). Na koloni je ustvarjeno okno, ki je namenjeno UV detekciji, tako da odstranijo 1 
mm širok trak polimernega polnila pri iztoku iz kolone. Pomanjkljivost te detekcije je majhna 
občutljivost, saj so dolžine UV detekcije enake notranjemu premeru kolone. Uporabljena je v 
povezavi z amperometrično, UV, TOF-MS ali induktivno sklopljeno plazmidno detekcijo. 
Večina UHPLC sistemov je opremljena z izboljšanimi UV detektorji, da omogočijo optimalen 
zajem vrhov. Volumen pretočne celice je po navadi veliko nižji kot za konvencionalen HPLC 
sistem, da se minimalizira volumen zunaj kolone, po navadi od 0,5–2,0 µL. Vendar pa manjše 
pretočne celice, zmanjšajo dolžino poti od katere je odvisen signal. Zmanjšanje preseka 
pomeni tudi krajšo pot svetlobe in pri tem se poveča signal ozadja. Da se ohranja pot svetlobe, 
se uporablja svetlobno vodilne celice[3]. Te so zasnovane tako, da imajo optimalno pot in 
visoko prepustnostjo svetlobe. Takšna pretočna celica je podobna optičnim vlaknom, kjer 
tekočina vzorca predstavlja jedro, ovoj pa je sestavljen iz Teflona®AF, amorfnega 
fluoropolimera, ki ga je naredil DuPont. Indeks loma Teflona AF je nižja kot od vode in 
drugih mobilnih faz, ki se uporabljajo. Svetlobni žarki, ki vstopajo v tekoče jedro, se popolno 
odbijajo ko pridejo do meje Teflona AF. Ti žarki se skoraj brez izgub prenašajo skozi 
pretočno celico, razen tistih, ki se absorbirajo v vzorec [8].  
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Slika 7: pot svetlobe skozi svetlobno vodilno celico [8] 
 
Programska oprema za zaznavanje mora biti sposobna doseči časovno konstanto manjšo od 
0.1 sekunde in visoko hitrost zbiranja podatkov, da se zagotovi dovolj točk za ozek vrh. Da se 
pridobi dovolj točk so potrebni majhni zadrževalni časi in majhne zamude med potjo kolone 
in detektorjem [3]. 
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3 Določanje imunogenih beljakovin v biofarmacevtskih izdelkih 
z analizo aminokislin s pomočjo UHPLC-MS 
 
Danes je zanimanje za inovativne in učinkovitejše biofarmacevtske izdelke, ki vsebujejo 
peptide oziroma proteine, vedno večje. Pogosteje se uporabljajo za zdravljenje bolezni, kot so 
različne vrste raka, različna vnetja ali nevrodegeneracijo. KHL (ang. keyhole limpet 
hemocyanin) je zunajcelični dihalni protein, ki ga najdemo v kalifornijski megathuri crenulati. 
Njegovo zaporedje aminokislin lahko vidimo na sliki 8. Deluje kot močan imunski aktivator, 
zato ga pogosto uporabljajo v kliničnih študijah kot nosilec haptena in pri imunostimulaciji. 
Trenutno poteka 67 kliničnih študij povezanih s KHL-jem pri imunoterapiji različnih rakavih 
boleznih, multipli sklerozi, avtoimunskih boleznih, okužbah s HIV, nevrodegenerativnih 
boleznih ter pri uporabi opioidov. V mnogih primerih različnih študij, je KHL predstavljal 
nosilni protein, kamor se veže učinkovina [9].  
 
 
Slika 8: KHL protein (levo) ter sestava aminokislin (desno) [9] 
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Biofarmacevtsko zdravilo Enbrel vsebuje etanercept. To je topen človeški dimerni fuzijski 
protein. Je zaviralec dejavnika tumorske nekroze – TNF, saj se kompetitivno veže na TNF in 
preprečuje, da bi aktiviral vnetno kaskado [10]. Etanercept proizvajajo s tehnologijo 
rekombinantne DNA in ga sestavlja 934 aminokislin [9]. 
 
Slika 9: entercept protein (levo) ter sestava aminokislin (desno) [9] 
 
 
BSA je kratica za goveji serumski albumin, ki ga uporabljajo v različnih protokolih za analizo 
proteinov kot sta BCA in Bradfordova metoda. Prav tako se BSA uporablja kot vzorčni 
protein zaradi svoje stabilnosti, manjšega učinka na številne biokemijske reakcije in nizke 
cene [9]. 
19 
 
 
Slika 10: BSA (levo) ter sestava aminokislin (desno) [9] 
 
 
Poznavanje natančne koncentracije nosilnih proteinov in konjugiranih peptidov je v takih 
študijah bistvenega pomena. Te informacije uporabljajo za določitev učinkovitega in varnega 
odmerka peptidov. Podatek o koncentraciji nosilnega proteina pa je pomemben za 
zagotavljanje kakovosti farmacevtskih učinkovin. Kljub temu, da so biofarmacevtski izdelki 
precej varni, lahko sprožijo imunski odziv, ki privede do razih alergij ali anafilaksije. Ostajajo 
tudi ostali stranski učinki, ki so pogosto odvisni od uporabljenega odmerka. Prav zato je 
nadzor takšnih biofarmacevtskih izdelkov ključnega pomena. Zato je potrebno razviti 
preproste in zanesljive analizne metode za kvantitativno analizo peptidov oziroma proteinov.  
Tekočinska kromatografija je najbolj pogosta pri analiziranju aminokislin proteinov.. Za 
analizo se uporabljajo različne kromatografske tehnike, vendar med njimi prevladujejo tri. Te 
so: direktna analiza prostih aminokislin, analize, ki povezujejo ionsko-izmenjevalno 
kromatografijo z derivatizacijo po koloni in tehnike, ki temeljijo na derivatizaciji pred kolono. 
Najpreprostejša je prva tehnika, kjer se aminokisline ločijo z ionsko-izmenjevalno 
kromatografijo, ionsko-interakcijsko kromatografijo ali hidrofilno interakcijsko 
kromatografijo. Glavni problem teh analiz je UV, fluorescentna ter elektrokemijska zaznava 
teh molekul. Poleg tega tudi amfoterna narava aminokislin pogosto povzroči slabo 
zadrževanje pri tekočinski kromatografiji z reverzno fazo. S pomočjo derivatizacije pred 
analizo in uporabi visoko selektivne in občutljive zaznave z masno spektrometrijo, lahko 
zmanjšamo te negativne učinke. Pokazalo se je, da je LC-MC zelo učinkovit, enostaven ter 
hiter pristop za analizo aminokislin. Danes je na voljo veliko različnih reagentov za 
derivatizacijo aminokislin. Te pripomorejo h boljšim in učinkovitejšim LC-MS analizam. Pri 
bioanalizah in kliničnih analizah se večinoma uporabljajo na primer O-ftalaldehid, reganeti 
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aTRAQ, iTRAQ, kloroformat, n-propil kloroformat in številni drugi. Na sliki 13 je prikazan 
proces derivatizacije. Za to se uporablja 6-aminokinolil-N-hidroksisukcinimidil karbamat. Ta 
omogoča hitro pretvorbo primarnih in sekundarnih aminov v visoko stabilne fluorescenčne 
derivate sečnine. Presežek reagenta hitro hidrolizira v 6-aminokinolin, N-hidroksisukcinimid 
in ogljikov dioksid [9]. 
 
 
Slika 11: shema procesa derivatizacije treh različnih aminokislin- glicin (a), prolin (b), lizin (c) z uporabo 6-aminokinolil-N-
hidroksisukcinimidil karbamata [9] 
 
 
V tej študiji je Piestansky s sodelavci uporabil UHPLC-MS za kvantitativno analizo peptidov 
in celotno vsebnost proteinov v različnih vzorcih [9]. 
Kromatografski aparat je sestavljal ACQUITY UPLC H-razreda s kvartarno gradientno 
črpalko, avtosamplerjem in kolonskim termostatom. Zaporedno je bil vezan z 
enokvadrupolnim masnim detektorjem, ki ima kot vir ionizacije elektrosprej. Podatki so bili 
pridobljeni in umerjeni s programsko opremo MassLynx (Waters). Ločevanje je potekalo na 
koloni Cortecs UPLC C18 dimenzije 2,1 mm x 100 mm z velikostjo delcev 1,6 µm. 
Temperatura kolone je bila nastavljena na 55°C. Mobilno fazo A sta sestavljali 0,1% 
mravljične kisline in voda ter mobilno fazo B 0,1% mravljične kisline in acetonitril. Skupni 
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čas analize je bil 10,5 min. hitrost pretoka je bila 0,5 mL/min in volumen injiciranja 1µL. 
Temperatura avtosamplerja skozi celotno analizo je bila 10°C [9]. 
Osnovna raztopina je bila sestavljena iz 20 aminokislin s koncentracijo 500 µM z izjemo 
cisteina, katerega koncentracija je bila 250 µM. Raztopino so pripravili z redčenjem 
standardne mešanice aminokislin in raztapljanjem ustrezne količine posameznih standardov 
glutamina, asparagina in triptofana v 0,1 M HCl. Standardi za kalibracijo so bili pripravljeni z 
redčenjem osnovne raztopine z vodo, da so dobili koncentracije v območju med 1 in 500 µM 
ter med 2,5 in 250 µM za cistein. Interni standard je bil pripravljen z mešanjem izotopno 
označene mešanice aminokislin in raztapljanjem izotopno označenih standardov glutamina, 
asparagina in triptofana v 0,1 M HCl [9]. 
Vzorec hidroliziranega aminokislinskega standarda proizvajalca Waters je bil 10-krat 
razredčen z vodo. Koncentracija vsake aminokisline v vzorcu je bila 250 µM razen za cistein, 
za katerega je bila 125 µM. Vzorec govejega serumskega albumina – BSA je bil pripravljen z 
raztapljanjem v vodi, da je dosegel končno koncentracijo 5 mg/mL. Koncentracija vzorca 
KHL je bila 20 mg/mL, brez predhodne priprave, prav tako tudi biofarmacevtsko zdravilo 
Enbrel, ki je vseboval 50 mg/mL etanercepta. Nato je sledila hidroliza [9]. 
100 µL vsakega vzorca proteina so prenesli v epruveto, kamor so dodali 20 µL 0,1% 
raztopine fenola. Epruveto so nato prepihali z dušikom in vsakemu vzorcu dodali še 250 µL 6 
M raztopine HCl. Epruveto so nato postavili za 24 ur na ogrevalni blok temperature 120°C. 
Po končani stopnji hidrolize so počakali, da se je vzorec ohladil na sobno temperaturo. 10 µL 
vzorca so zmešali z 90 µL boratnega pufra AccQTag Ultra. Raztopino so rahlo zmešali ter jo 
vzeli 5 µL za nadaljni proces derivatizacije [9]. 
Sredstvo za derivatizacijo so pripravili z dodatkom 1mL acetonitrila v prašek reagenta 
AccQTag Ultra ter to mešali in raztapljali pri 55°C 15 min. Po pripravi tega sredstva so dodali 
70 µL boratnega pufra v 1,5 mL epruveto. Nato so v epruveto prenesli še 5 µL pripravljenega 
vzorca in 5 µL internega standarda ter na koncu še 20 µL pripravljenega sredstva za 
derivatizacijo. To raztopino so vrtinčno mešali in segrevali 55°C za 10 min. Nato so vzorce 
prenesli v viale in jih analizirali [9]. 
Za analizo derivatiziranih aminokislin so uporabili UHPLC z reverzno fazo. Analizirali so s 
pomočjo treh različnih kolon in sicer Kinetex C18 (100 × 2.1 mm, 1.7 μm), Acquity UPLC 
HSS T3 (100 × 2.1 mm, 1.8 μm) in Cortecs UPLC C18 (100 × 2.1 mm, 1.6 μm). Za 
vrednotenje idealnih kromatografskih pogojev so gledali zadrževalni čas aminokislin, čas 
analize in ustrezno ločljivost. Parametri kot so retencijski čas, učinkovitost in ločljivost za 
aminokislini levcin in izolevcin, so določili med optimizacijo stacionarne faze [9]. Te dve 
imata namreč enako molekulsko maso in kemijske lastnosti, vendar se razlikujeta po 
porazdelitvi težkih stabilnih izotopov [11]. Glede na dobljene rezultate je bila najučinkovitejša 
kolona Cortecs UPLC C18. Imela je najboljše zadrževalne čase in resolucijo ter najožje 
vrhove. Tudi aminokislini levcin in izolevcin sta bili ločeni z zadovoljivo resolucijo, ki 
zadostuje za kvantifikacijo proteina. Kolona ima tudi kratek čas analize. Celotna analiza je 
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potekala 10,5 minut, vse analizirane spojine so se eluirale v manj kot šestih minutah. Rezultati 
analiz so prikazani na sliki 14 in 15 [9]. 
 
 
Slika 12: rezultati analiz pri treh različnih kromatografskih kolonah [9] 
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Slika 13: kromatogram 20 aminokislin pridobljenih z metodo UHPLC-MS pri optimalnih pogojih ločevanja. Koncentracija 
vzorca je bila 100 µM [9].  
 
 
V eksperimentih Piestanskyjega s sodelavci so določali koncentracijo vzorčnega BSA 
pripravljenega z redčenjem standarda BSA in vode s koncentracijo 5 mg/mL. Določena 
koncentracija z analizo aminokislin je bila 4.83±0.43 mg/mL [9].  
V njihovem delu so prav tako določili koncentracije treh različnih komercialno dostopnih 
vzorcev proteinov KHL podjetja biosyn Arzneimittel GmbH. Določena koncentracija treh 
različnih vzorcev KLH so bile 20,11 ± 0,71 mg/mL, 20,01 ± 1,10 mg/mL in 19,99 ± 0,54 
mg/mL. Ti rezultati se so ujemali s koncentracijami podanimi s strani proizvajalca, ki je 20 
mg/mL [9].  
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Slika 14: kromatogrami aminokislin v proteinu KHL in njihovi interni standardi pridobljeni med analizo vzorca [9] 
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Z enako metodo so količinsko določevali proteine v biofarmacevtskem zdravilu Enbrel. 
Podatek proizvajalca o koncentraciji je bil 50 mg/mL. To zdravilo je formulirano z vsebnostjo 
L-arganina pri določeni koncentraciji, da deluje kot stabilizacijsko sredstvo. Zato so 
pričakovali višje koncentracije te aminokisline in ta aminokislina ni bila uporabljena pri 
izračunu koncentracije etanercepta. Z njihovo metodo so določili koncentracijo zdravila 49,52 
± 2,53 mg/mL [9]. 
 
Slika 15: kvantifikacija različnih proteinov in biofarmacevtskih vzorcev [9] 
 
Po končanih eksperimentih so prišli do zaključka, da je metoda UHPLC z reverzno fazo in z 
derivatizacijo pred kolono, učinkovit in preprost pristop za kvantitativno analizo aminokislin 
v različnih vzorcih proteinov in biofarmacevtskih izdelkov. Uporaba reagenta AccQTag Ultra 
za derivatizacijo vodi do izboljšanih lastnosti ločevanja in detekcije analitov. Kombinacija 
UHPLC in preprostega masnega spektrometra omogoča hitre analize z majhno porabo 
vzorcev, visoko občutljivost, hiter čas analize ter majhno porabo vzorcev [9]. 
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4 Razvoj in validacija UHPLC-MS metode za analizo 
enantiomerov cisteinov v bioloških vzorcih 
 
Aminokisline so glavni gradniki proteinov. Vse proteinogene aminokisline razen glicina, 
imajo vsaj eno kiralno mesto in lahko obstajajo v L- ali D- obliki. Dolgo časa so verjeli, da se 
v višjih organizmih najdejo le levosučne aminokisline, desnosučne pa se nahajajo izključno v 
mikroorganizmih in bakterijah. V zadnjem času pa so ugotovili, da so desnosučne 
aminokisline prisotne tudi v tkivih sesalcev in telesnih tekočinah, prav tako tudi v živilskih 
izdelkih. D-aminokisline so vedno bolj prepoznavne kot fiziološko aktivne molekule in 
potencialni biomarkerji [12].  
Za razliko od kemoselektivne analize je neposredna enantioselektivna analiza aminokislin še 
vedno precej zahtevna, predvsem za biološke molekule. Za raziskovanje transportnih poti in 
metabolizma D-aminokislin kot tudi njihovega biološkega pomena so potrebne visoko 
občutljive in selektivne analizne tehnike. Tekočinska kromatografija je ena najbolj 
uporabljenih tehnik za analizo enantiomerov aminokislin v različnih vzorcih. Obstajata dve 
tehniki kiralnega ločevanja [12]. Prva se imenuje indirektna metoda. Pri tej tehniki z dodatkom 
kiralnega reagenta dobimo dva diastereoizomera, ki ju lahko nato ločimo. Pogoj za tako 
ločevanje je, da mora imeti spojina določene funkcionalne skupine, s katerimi bo kiralni 
reagent lahko reagiral in omogočil nastanek diastereoizomerov. Druga pa se imenuje direktna 
metoda, kjer ločbo dosežemo z dodatkom kiralnega selektorja v mobilno fazo ali pa 
uporabimo kolone s kiralnimi stacionarnimi fazami. V prvem primeru neposredno nastanejo 
diastereoizomerni kompleksi, ki jih lahko ločimo. V drugem primeru so na stacionarne faze 
adsorbirani ali kemijsko vezani kiralni selektorji. Komercialno so dostopne številne 
stacionarne faze s kiralnim selektorjem. V industriji najpogosteje uporabljajo ciklodekstrini in 
njihovi derivati, na voljo pa so tudi stacionarne faze, ki temeljijo na polisaharidih, iz 
makrocikličnih antibiotikov, proteinov, poliakrilamida in še številne druge. Taka kiralna 
stacionarna faza, ki bi lahko ločila vse racemne zmesi na enantiomere, ne obstaja. Izbira 
ustrezne kolone je v splošnem odvisna od interakcij med kiralno stacionarno fazo in kiralnim 
analitom [13]. Zaradi velikega števila dostopnih kiralnih selektorjev, je ta direktna metoda 
najbolj pogosta. S procesom derivatizacije lahko izboljšamo kakovost enantioselektivnega 
kromatografskega procesa kot tudi meje detekcije. Reakcijo derivatizacije se pogosto izvaja z 
namenom, da na vzorec ki ga analiziramo, vežemo specifične funkcionalne skupine. Temu 
postopku se reče tudi reaktivno označevanje, saj nekatere spojine nimajo ustreznih skupin, ki 
bi omogočale njihovo zaznavo. Pri analizah z masnim spektrometrom, lahko na vzorec z 
derivatizacijo vežemo lahko-ionizabilne skupine in tako povečamo površinsko aktivnost 
analitov, na primer hidrofobnost ter s tem izboljšamo kromatografsko ločevanje. Številne 
direktne metode so odvisne od derivatizacije za enantioseparacijo aminokislin, vendar je le 
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nekaj takih, ki omogočajo kvantifikacijo D-cisteina. Analiza in kvantifikacija cisteina v 
naravni, fiziološki obliki ni mogoča, saj se tvori dimerni cistein, predvsem v nevtralnih do 
bazičnih pogojih. Tudi pri izvedbi derivatizacijo z dodajanjem tiolne skupine, je kvantifikacija 
cisteina težje izvedljiva, še bolj pa je zapletena pri enantioselektivnih analizah. Zaradi 
pomembnih bioloških lastnosti cisteina in pomanjkanja kromatografskih metod za analizo 
enantiomerov v bioloških tekočinah, so se L. Pucciarini, V. González-Ruiz, J. Zangari s 
sodelavci odločili opisati razvoj in potrditev kiralnega ločevanja enantiomerov cisteina s 
pomočjo UHPLC naprave pod ionsko polarnimi pogoji. Uporabili so kiralno zwitterionsko 
stacionarno fazo. Pred analizo je bil vzorec obdelan z reagentom AccQ-Tag. Derivati so 
pokazali izboljšano občutljivost zaznavanja masnega spektrometra. Njihovo metodo so v 
celoti potrdili v skladu z FDA smernicami za bioanalitične metode, njeno uporabnost pa so 
potrdili z analizo vzorcev celične kulture inkubirane z D-cisteinom [12]. 
Pri eksperimentu so uporabili napravo ACQUITY UPLC H-razreda s kvartarno gradientno 
črpalko, avtosamplerjem, kolonskim termostatom ter zaporedno vezanim masnim 
enokvadrupolnim detektorjem, ki ima kot vir ionizacije elektrosprej. Za separacijo so 
uporabili kolono Chiralpak® ZWIX(+) dimenzije 150 × 4.0 mm in velikostjo delcev 3 µm 
podjetja Chiral Technologies Europe. Elucija je potekala v izokratskem načinu, mobilno fazo 
pa so sestavljale molekule MeOH, MeCN, H2O ter je vsebovala 50 mM HCOONH4 in 50 mM 
FA. Temperatura kolone je bila nastavljena na 40°C, pretok 0,6 mL/min in volumen 
injiciranja je bil 5µL [12]. 
 
 
Slika 16: struktura kiralne stacionarne faze [12] 
 
Cistein je aminokislina, ki vsebuje žveplo, v zunajceličnem okolju pa je večinoma prisotna v 
oksidirani obliki – dimer cisteina z disulfidno vezjo. Postopek priprave vzorca je sestavljen iz 
začetne obdelave z redukcijskim sredstvom, da se cistein pretvori v njegovo monomerno 
obliko. Po redukciji dobljene tiolne skupine zaščitimo z reakcijo alkilacije. Pri tem se 
večinoma uporabljajo reagenti na osnovi jodoacetata, jodoacetamida in maleimida [12].  
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Analiza cisteina je potekala po derivatizaciji pred kolono z reagentom AccQ-Tag. Ta reagira s 
primarnimi in sekundarnimi aminoskupinami, da tvori fluorescenčne derivate. Druge neželene 
stranske reakcije ne potečejo, ker se reagent hitro hidrolizira, da nastane 6-aminokinolin, N-
hidroksisukcinimid in ogljikov dioksid. Čeprav je bila ta metoda zasnovana s ciljem, da vpliva 
na fluorescentne lastnosti molekul, ki jim primanjkuje nosilcev barve ali fluorofornih skupin 
ter se s tem poveča UV detekcija, se danes pogosto uporablja pri analiziranju z masno 
spektrometrijo [12]. 
 
 
Slika 17: reakcije derivatizacije cisteina z AccQ-Tag [12] 
Z optimiziranimi eksperimentalnimi pogoji je bila separacija enantiomerov dobljena v manj 
kot desetih minutah, pri čemer se je D-enantiomer eluiral pred L-enantiomerom [12]. 
 
Slika 18: kromatogram racemne zmesi L- in D-cisteina [12] 
V študiji so uspešno ločili enantiomera cisteina na ionsko izmenjevalni koloni pri ionsko 
polarnih pogojih. Derivatizacija z AccQ-Tag je izboljšala termodinamske in kinetične 
lastnosti ter izboljšala detekcijo z masnim spektrometrom. Cisteini so bili analizirani po 
redukciji disulfidne vezi v cisteinu. Da bi se izognili koeluciji so pri študiji uporabili 
enokvadrupolni masni detektor. Optimizirana enantioselektivna metoda je bila potrjena v 
skladu z smernicami FDA. Metodo so tudi uspešno uporabili za kvantifikacijo enantiomerov 
cisteinov v vzorcih celične kulture [12]. 
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5 Zaključek  
 
UHPLC naprave spadajo med najpomembnejša orodja v analizni kemiji. Povečajo hitrost, 
ločljivost in občutljivost kromatografske analize. Zmanjšajo čas analize, porabo topila in 
stroške. Vrhovi, pridobljeni z UHPLC napravami, imajo zmanjšano motnjo ozadja, zato 
dobimo ostre in ozke vrhove pri večini vzorcev. Olajša tudi analizo kompleksnih zmesi, saj so 
časi analiz krajši, vrhovi pa nam podajo bolj jasne informacij v primerjavi z navadnimi HPLC 
sistemi [14]. Ta metoda se danes uporablja za raziskovalne in akademske namene, pri nadzoru 
kakovosti in še na številnih drugih področjih. Zaradi široke uporabnosti UHPLC naprav, bi se 
lahko njihova uporaba še naprej povečevala. Prav tako bi lahko pričakovali še bolj napredne 
sisteme, ki bodo sposobni izvajati analize še pri višjih tlakih , da bodo analize še hitrejše in 
bolj natančne. Seveda bodo pri tem potrebna optimizacija in preoblikovanje vseh komponent, 
ki sestavljajo UHPLC naprave [15]. 
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